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概 要

生物影響試験の導入と試験結果の信頼性を確保するための標準物質を用いた感受性試験に取組み，

金属製品製造業の工場排水について生物影響試験を行うとともに，生物影響が認められた排水につ

いては毒性要因物質の推定と削減方法の検討いわゆるTRE/TIE の実施例を紹介する。

日本版WET の導入により，事業者排水の安全性評価に加え，生物影響がある場合の TRE/TIE

手法を実用化し，設備更新提案まで実施することで水処理総合メーカとして排水管理のワンストッ

プソリューションを目指している。
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1．は じ め に

近年，生活や産業の高度化により伴い生じる多種多

様な化学物質が環境中に放出されており，それに伴う

野生生物への悪影響やヒトへの健康被害に対して関心

が深まっている。WHO (世界保健機構) では，飲料水

水質ガイドラインに新たな生物影響試験が導入され1)，

米国ではガイドライン値が設定されてすでに運用され

ている。さらに米国では，工場排水にも生物影響試験

が導入され，US-EPA (米国環境庁) によるWET (Whole

Effluent Toxicity : 全排水毒性) システムが実施されてい

る2)。米国WET の大きな特徴として，基準を超過し

た生物影響が排水に認められた場合，原因物質の同定

や除去方法の検討，つまりそれが排出される過程を見

出し，排水の生物影響を削減することが義務づけられ

ている。その工程は TRE (Toxicity Reduction Evaluation :

毒性削減評価)/TIE (Toxicity Identification Evaluation : 毒性同

定評価) と呼ばれ，毒性原因の追究・削減までの実施

手順書が US-EPA で示されている3)。国内の工場排

水は，水質汚濁防止法に基づいた生活環境項目 15項

目と，健康項目 28 項目のみが規制4)対象であり，

日々増え続けている多様な化学物質への管理が十分に

行われていない可能性がある。また，工場排水に限ら

ず，一般的に環境中では化学物質が単独に存在するこ

とはありえず，通常，複数の化学物質が同時に存在す

る。そのため，物質同士の相互作用により，有害性が

どのように変化するかは非常に重要かつ複雑な問題で

ある。一般的に複合作用は，相加，相乗あるいは拮抗

のいずれかであるが，その作用が，どの物質の組み合

わせで，どの濃度で，どの混合割合で起こるかを個々

の物質の試験データから予測することは，極めて困難

な課題と考えられている5)。そこで，その一つの解と

してわが国では，環境省を中心に，総体的に排水中化

学物質の影響を評価する手段として，生物応答を用い

た排水試験法が検討案6)にまとめられている。ところ

がわが国では生物影響試験の結果で生物影響が認めら

れた事業場排水に対して，その改善手法の報告は極め

て少ない7, 8)。

我々は，生物影響試験の導入と試験結果の信頼性を

確保するための標準物質を用いた感受性試験に取組み，

TRE/TIE の実施例については，金属製品製造業の工

場排水について，生物影響試験を行い，生物影響が認

められた排水については毒性要因物質の推定と削減方

法の検討を行ったので紹介する。

2．生物影響試験

測定機器を購入すればすぐに分析ができる化学分析
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とは異なり，生物影響試験は，生物を飼育するところ

から始めるため，試験技術の確立に長期間が必要であ

る。神鋼環境ソリューションは，2011 年度から開始

された国立研究開発法人 (旧；独立行政法人) 国立環

境研究所のレファレンスラボの生態影響試験実習セミ

ナーに第一回目から参加し生物影響試験に不可欠な生

物管理と慢性影響の評価手法を習得した。並行して技

術研究所内に，2012 年度からWET 試験に用いる生

物の飼育設備を整え，まず，3 種類の生物の中で適正

な生育が最も難しいとされているニセネコゼミジンコ

の飼育を開始し，同年秋からゼブラフィッシュの飼育，

2013 年夏からムレミカヅキモの培養を行い 3 種類の

生物の飼育及び培養設備の整備が完了した。実排水試

験の実施も可能となり，実排水でのデータ蓄積を行っ

ている。実排水での試験結果の精度と信頼性を確保す

るためには，試験に用いる生物の適正な飼育・培養が

重要である。また，試験結果の精度と信頼性を確保す

るために標準物質を用いた感受性試験を実施し，日々，

生物の健全性を確認している。

3．感受性試験による精度と信頼性確保

試験結果の精度と信頼性を確保するために，定期的

に標準物質を用いて，ニセネコゼミジンコ，ゼブラ

フィッシュ，ムレミカヅキモを用いた感受性試験を実

施している。実施の一例としてムレミカヅキモを用い

た感受性試験の取組みを紹介する。

(1) ムレミカヅキモの感受性試験方法

淡水藻類 P. subcapitataを用いる生長阻害試験法は，

生物応答を用いた排水試験法 (検討案)6) に従い行っ

た，試験における同一濃度での繰り返し数は，対照区

は 6，濃度区は 3 とした。試験濃度は公比 2 として，

5 被検濃度区を設定した。5 被験濃度区の二クロム酸

カリウム濃度は，0.125 mg/L，0.25 mg/L，0.5 mg/L，

1 mg/L，2 mg/Lとした。前培養した供試藻類の生物

量を測定し，試験溶液中の初期生物量が 5×103 cell/

mLとなるように希釈調整し，試験溶液に添加した。

ばく露開始後は，24，48，72時間後に 1 mLあたりの

細胞数を測定した。

試験成立の条件は，以下の項目をすべて満足するこ

ととした。

① 対照区の生物量がばく露期間中に少なくとも 16

倍増加すること

② 対照区の毎日の生長速度の変動係数がばく露期

間を通じて 35%を超えないこと

③ 対照区の繰り返し間の生長速度の変動係数が 7

%を超えないこと

統計解析は，大分大学の吉岡によって開発され，日

本環境毒性学会の EcoTox-Statistics9)の TG201 に

よって実施した。Bartlett 検定と Dunnett 多重比較検

定を用いて藻類の生長速度を算出し，対照区と対照区

を除いた各濃度区とを比較した。判定は，Bartlett 検

定で等分散性が認められた場合，パラメトリック手法

による一元配置分散分析 (ANOVA) により試験区間内

に有意差があるかを検定した。等分散性が認められな

い場合，ノンパラメトリック手法により有意差があ

るかを検定した。有意差が認められた場合，Dunnett

多重比較検定にて，危険率 5 % 未満を有意として，

NOEC (No Observed Effect Concentration : 無影響濃度) を推

定した。有意差が認められなかった場合，NOEC は

最高濃度区以上とした。

(2) ムレミカヅキモの感受性試験結果と考察

ムレミカヅキモの試験成立条件①〜③のデータと，

NOECを用いた健全性の確認データを図 1に示す。

試験成立条件である対照区の ①増殖倍率は 158〜

332 倍 ②生長速度の変動係数は 15〜32% ③繰り返

し間の生長速度の変動係数は 1〜5 %となり，すべて

の項目において成立条件を満足することができた。標

準物質を用いた NOECも 0.25 mg/Lで安定しており，

生物の適正な飼育・培養を行なっていることが確認で

き，現在も継続している。

4．毒性物質削減と同定のための TRE/TIE

手法10)

生物応答を用いた排水試験法 (検討案)6) に従い，

金属製品製造業工場排水放流口にて日にちを変えて 2

回行い，それらを 6月 5 日採水試料 (以下試料 Aと

称する) と 7 月 1 日採水試料 (以下試料 B と称す)

の別々に被験液とした。排水の化学分析結果，排水の

生物影響試験結果及び事業者への聞取り調査結果をも
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図 1 ムレミカヅキモの健全性管理データ



とに，毒性要因物質の候補を推定した。推定された毒

性要因物質の除去試験後の処理水を除去前の生物影響

試験結果と比較した。そこで影響が軽減されていれば，

除去された物質などが毒性要因物質の可能性が高いと

考える TRE 手法の考え方を採用した。今回は，生物

影響試験にて，ミジンコのみに毒性影響を確認したた

め，ミジンコに対する毒性影響削減を目標とした。

4. 1 ミジンコ繁殖試験方法6)

ミジンコ繁殖試験法は，生物応答を用いた排水試験

法 (検討案) に従い実施した。当研究所にて維持育成

した C. dubiaから産まれた 24時間以内の仔虫を試験

に用いた。試験における同一濃度での繰り返し数は

10，試験濃度は公比 2 とし，5〜80%の 5濃度区を設

定した。このとき，同じ親から産まれた同一腹仔の仔

虫を対照区を含むすべての希釈段階に配置した。ばく

露開始後は，毎日ミジンコの生死観察と生まれた仔虫

の総数を計測し，結果を記録した。試験は対照区の試

験個体の 60%あるいはそれ以上が 3腹産んだ時点で

終了し，すべてのばく露区の産仔を集計した。ただし，

ばく露期間は最長でも 8日間とした。

試験成立の条件は，以下の項目をすべて満足するこ

ととした。

① 対照区の試験個体の死亡率が 20%以下であるこ

と

② 対照区の試験個体にて最大 8 日間に 60%以上が

3腹分の産仔をしていること

③ 対照区の試験個体の合計産仔数が，最初の 3腹

分を平均して 15個体以上であること

統計解析は，EcoTox-Statistics Ver. 2.6 の TG211

によって実施した。Bartlett 検定と Dunnett 多重比較

検定を用いて，産仔数の対照区と対照区を除いた各濃

度区とを比較した。判定は，Bartlett 検定で等分散性

が認められた場合，パラメトリック手法による一元配

置分散分析 (ANOVA) により試験区間内に有意差があ

るかを検定した。等分散性が認められない場合，ノン

パラメトリック手法により有意差があるかを検定した。

有意差が認められた場合，Dunnett 多重比較検定にて，

危険率 5 % 未満を有意として，NOEC を推定した。

有意差が認められなかった場合，NOECは最高濃度

区以上とした。

4. 2 毒性要因物質の除去試験方法

(1) キレート樹脂吸着処理試験方法

イミノジ酢酸基をキレート形成基にもつ樹脂エポラ

ス (MX-10，ミヨシ油脂製) を内径 ϕ22 mm，高さ

1,100 mm のアクリル製カラムに容量 150 mL (400

mm) 充填したものを金属除去カラムとして用意した。

試料は 2 % NaOH で pH 9に調整した。試験開始前に

イオン交換水をカラムに連続通水し，キレート樹脂を

洗浄した。その後試料を定量ポンプにより連続的に上

向流でキレート樹脂を充填したカラムに SV (空塔速

度) 7 (1/h)，LV (線速度) 2.8 m/h の条件で通水した。

キレート樹脂層容積の 12倍量の試料 1.8 Lを通水し

た。得られた処理水の化学分析を実施し同時に生物影

響試験に供した。ただし，生物影響試験では，pH に

よる生物影響が無いように硫酸で pH 7付近に調整し

た。処理水は全量を回収して化学分析に供した。

(2) 凝集処理試験方法

凝集処理試験では，無機凝集剤として一般的な塩化

第二鉄 (38% FeCl3溶液) を使用した。さらに，高分

子重金属捕集剤としてジチオカルバミン酸基とチオー

ル基をキレート形成基にもつエポフロック (L-1，ミ

ヨシ油脂製) を併用した。さらに，高分子凝集剤とし

てアクリルアミドアクリル酸ソーダ系のアニオンポリ

マーを使用した。これら高分子凝集剤使用時は，pH

7付近に調整した。試験には 6連式のジャーテスター

(凝集処理試験装置) を使用した。凝集処理試験では，

まず 100 mLビーカーとスターラーを用いた少量サン

プルで無機凝集剤注入率の予備試験を行い，続いて

500 mLビーカーとジャーテスターを用いた多量サン

プルで本試験を行った。凝集処理試験で得られた上澄

み液を，実装置の砂ろ過 (孔径 3〜7 μm) を想定し，

同様の状態にするために孔径 7 μmのセルロース製ろ

紙 (No.5A，ADVANTEC 社製) にてろ過した。そ

のろ過水にて毒性要因候補物質が削減されているかを

化学分析で確認し，生物影響試験に供した。キレート

樹脂吸着処理試験と同じく，生物影響試験前に pH 7

付近に調整した。

4. 3 毒性要因物質の添加試験方法

毒性要因物質の除去試験後に，生物影響が認められ

なくなった試料に，再び除去された物質を添加し生物

試験を行った。添加試験方法は，Zn濃度が高い試料

Aと同じ濃度になるように，試料 Bに，化学分析用

Zn 溶液 1,000 mg/L (金属分析用標準液，KANTO

KAGAKU製) を添加した溶液を作成した。それぞれ

の試料の化学分析を行った。

4. 4 TRE/TIE結果および考察

試料 Aと試料 Bの異なる工場排水の化学分析結果

には大きな差異が確認されなかった。事業者への聞取

り調査から，金属製品の製造時に，Ni，Zn，Pb が使

用されていたので，これらの物質を定量すると，試料

Aの Zn は 460 μg/L，試料 Bの Zn は 32 μg/Lと，大

きな差異が確認された。試料 A と試料 B に対する，

魚，ミジンコ，緑藻の生物影響試験結果は，魚と緑藻

の NOECは，どちらも 80% 以上だった。しかし，ミ
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ジンコの NOEC は，試料 A が 5 % 未満，試料 B が

40%であった。

キレート樹脂を充填したキレート樹脂吸着処理結果

を表 1 に示す。試料 A の Zn は 460 μg/L から 15

μg/L，Ni は 3 μg/L から 1 μg/L 未満に改善された。

処理前の生物影響試験ではミジンコに毒性影響がみら

れたが，キレート処理水は，すべての希釈段階におい

て，ミジンコの親の死亡率，繁殖率に影響が認められ

なかった。よって，キレート樹脂吸着を用いてミジン

コへの毒性影響は効果的に消失でき，Zn及びNi が毒

性要因物質であると示唆された。

試料 Aの凝集処理前後の化学分析結果を表 2に示

す。フロック生成に必要な FeCl3の注入率は 50 mg/L

であり，高分子重金属補修剤無しでも Zn と Ni の処

理効果を確認した。FeCl350 mg/Lのみで処理した水

は，図 2に示す通りすべての希釈段階において，ミジ

ンコの親の死亡率，繁殖率に影響が認められなかっ

た。

よって，FeCl3凝集処理によりその処理水のミジン

コに対する影響を消失でき Zn と Ni の毒性が示唆さ

れた。

凝集処理試験後の Zn添加試験においても，ミジン

コの死亡率，繁殖率に影響が認められ Zn が毒性物質

であることが示唆された。

Ni については，キレート処理では 1 μg/L 未満まで

除去されミジンコへの影響が消失したが，FeCl3 50

mg/Lのみで凝集処理した水の Ni濃度は 3 μg/L から

2 μg/L に低減したものの，報告されている Ni の

EC25 (25% Effect concentration : 25%影響濃度) 0.64

μg/Lを超えていた。しかし，ミジンコへの毒性影響

が消失されたのは，凝集処理試験に用いた塩化第二鉄

に含まれる Fe が Ni の毒性影響を緩和した可能性が

考えられる。

ミジンコへの毒性要因物質は，Zn と Ni の可能性が

高いことが示唆されたが，水中でのスペシエーション

については解明できず，明確な毒性要因物質は断定で

きなかった。特に Ni の場合には凝集剤である Fe イ

オンとの相互作用による毒性を打ち消す効果などを仮

定しないと解釈できない結果が得られた。

これらから，キレート樹脂吸着及び FeCl3単独の凝

集処理ともに，Zn と Ni が削減されると共にミジンコ

への影響が消失し，毒性削減に有効であることを確認

した。毒性削減手法としては，経済性を考慮するとキ

レート樹脂吸着法よりも凝集沈殿設備に FeCl3の添加

設備を追加する方法が有効であると考えられる。

5．ま と め

生物影響試験の高い信頼性を得るための感受性試験，

金属製品製造業の工場排水でTRE/TIE 手法を用いた

毒性要因物質の推定，その除去方法まで確認すること

が出来た。この TRE/TIE の取組みを第一歩として，

我々は日本版WETを活用し，事業場排水の安全性評

価，生物影響がある場合の改善手法の提案及び設備更

新までの全てを行える，排水管理のワンストップソ

リューションを目指している。
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図 2 ミジンコ繁殖試験結果 (FeCl3 50 mg/L)
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